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Kt^'^o*^""" Nachweis von Assoziations-, DIssoziations-, Verknupfungs- Oder Spaltreaktionen sowie 
Konformationsanderungen mittels Kolnzidenzanalyse aivuuntsii ;>uwie 

Verfahren zum Nachweis von Assoziations,- Dfssoziati 



ons,- Verknupfungs- oder Spaltreaktionen sowie Konfor- 
mationsanderungen von Analyten in einer Probe mittels 
Koinzidenzanatyse, wobei 

- die Probe mindestens zwei mit unterschiedlichen Fluo- 
reszenzfarbstoffen markierte Analyte oder einen mit min- 
destens zwei unterschiedlichen Flue reszenzfarbstoffen 
markierten Analyten enthalt, 

- die Probe zur Anregung der Fluoreszenze mission der 
mindestens zwei Farbstoffe von mindestens einem Laser 
beleuchtetwird, 

- dievon der Probe ausgehenden, aus mindestens einem 
MelSvolumenelement Vstammenden Fluoreszenzsignale 
mittels mindestens zweier Detektionseinheiten detektiert 
werden, 

- die jeweils in den Detektionseinheiten detektierten Si- 
gnale in beliebige Zeitabschnitte zerlegt werden, 

^ - die Anzahl der in mindestens einem Zeitabschnitt ent- 
haltenen Signale und/oder die Zeitintervalle zwischen Si- 
O gnalen in den Zeitabschnitten ermittelt werden, 

- fur mindestens einen Zeitabschnitt der ersten Detekti- 
r> oriseinheit eine Koinzidenzanalyse der ermittelten Daten 
|V mit mindestens einem Zeitabschnitt der zweiten Detekti- 

onseinheit durchgefuhrt wird, wobei die Koinzidenzanaly- 
SB eine Kreuzkorrelation unter Ermittlung der Kreuzkorre- 
lationsamplitude G(0) und/oder eine logische UND-Ver- 
^ knupfung beinhaltet, 

- mindestens eine Statistik der Resultate der Koinzidenz- 
UJ analyse erstellt wird und/oder die Resultate einer Schwel- 
Q lenwertanalyse unterzogen werden, 

- diese oder mindestens eine Kombination meh rerer Sta- 
tistiken nach dem Vorhandensein von Merkmalen, welche 



fur eine Assoziations,- Dissoziations,-Verknupfungs- oder 
Spaltreaktlon oder Konformationsanderungen charakteri- 
stisch sind, bewertet wird. 
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DE 197 57 740 C2 

Beschreibung 

Die vorliegendeErfindung betrifft ein Vetfehrcn zumNachweds von Asso2iati(ms.-Disso2ialioiis,- VerknBpftinKs- odsr 
ipaltreakUonen sowie KonfcxnialiQiisanderungai mittels KoiuTidenzanalyse. ' 

Dw Auffinden von Molddfleii mit spezifischen Eigenschaften, wie Bindungs,-Inhibitions- oder katalytischen Kgen- 
schafen, ist eine zentole Aufgabe in der Wukstofifentwickluag und in biotechnologischen Anwendungen. Molekiile mit 
derartigen Eigenschaften konnen entweder entdeckt oder entwoifea werden. In diesem Sinne bedeutet "Entdecken" die 
isohaomg und das Screening von Substanzen, wahrend das molekulare Design auf rationale oder evolutive Tfechniken 
zuruckgreift Das rationale Design erfordert fundierte EinbEcke in die molekulare Biophysik, urn due \farfaersage der 
Struktur-Fmikbon-Beziehung zu ennogUchen. Im Gegensatz dazu werden im evolutiven Design Prinzipien da Dar- 
win schen Evolution auf moleknlarer Ebene angewendet und neue bzw. veranderte Molekiile durch eine Kombination 
vonMutabon, AmphfikationundSelektion erzeogt Die Anwendung evolutiverlbchniken in derBiotechnologie - sog. 
evdutiye Bioteclmologie - wurie von Eigen und Gardiner zu Beginn der achziger Jahre voigeschlagen und hat inzwi- 
schen erne breite Akzeptanz gefiinden. Leiderist jedoch in vielen evolutiven AnsStzen der ProzeB der Selektion nicht un- 
nuttelbar an die Amplifikation gekniipft Selektionsprozesse miissen daher oflmals kiinstlich eingefflhrt werden Dies 
■"^^^if^^l^^^^^^ ™ "og. Hochdurchsatzscreening (WIS) in Kombination mit einem geeigneten Assay erfolgen. 
J^L v^^fo ^'^f^^S^^ Skonomischen BeschrSnkungen. Zur Prozessierang einer Vielzahl von Proben ist es daher 
ertordedich, daB die Analysezeit der einzelnen Ptobe «tiem gering ist In den letztai Jahren eifolgten daher groBe An- 
streagungen m der Miniaturizierung, Parallelisierung and Automation der Screcmngtechnologie sowie in der Entwick- 
lung von honiogenen Assays und der Integration hochsensitiver und schnellarbeitender Detefctionsvonichtnngen. Unter 
der Vielz^ altemativer Detdctionsptinzipien haben flnoreszenzbasierende Techniken - wie FRET, Quenchine Huores- 
^^^S^ ^^^^^^ Huoreszenztechniken und Huoreszenzkorrelationsspektrokopie (FCS) - sterken An- 

M Rahmen da Huoreszenzkorrelationsspektroskopie werden Ruoieszenzfluktuationen von einzelnen Molekulen ei- 
nes insbesondere im Femtoliter-Bereich Uegenden MeBvolumenelementes gemessen und durch Evaluiening der Auto- 
koire^tionsfimktion der Emfarben-Huoreszenzsignale molekulare Diffusionscharakteristiken ermittelt Die Grandlagen 
der FCS und ihre Anwendung auf insbesondere biologische Fragestellungen sind in vielMtigen Artikeln und Patenton- 
mddungen beschneben (z. B. Egen und RiglM, Ptoc. NatL Acad. Sci USA 91, 5740-5747, 1994, WO 94/16313) 

Die HuoresKnzla-euzkoiielationsspektioskopie oder sog. Zweifaiben-FCS ist ebenfells Gegenstand einiger \fer6f. 
i^f^^^J^.^T'^'^^F^^ ^ ^ neunziger Jahre von Eigen und Rigler (Proc. Nad. Acad. Sci. 

uZt ^'*^5747) vorgeschlagen und wird ebenfells in der unter WO 94/16313 verSffentUchten intemationalen Pa- 
tentenmeldung erortert Aiqjlikationen dieser Technikbei der Untersuchung von Hybridisierungskinetiken.wniden von.- 
SchvnUe et aL CBiophysical Joumal, VoL 72, 1878-1886, 1997) beschrieben. . . 

^of^-^^f^^^^^ beschriebenen Anwendungen der Huoreszenzkreuzkorrelation'zeigen, daB:bislang Analysezeiten 
VOB 30 bis 120 s notwendig smd. um eine hinrdchend genaue Bestimmung der KreuzkorrelationsampUtaden und Diffii- 
sioiszeiten ermoghchen. Derartig lange Analysezeiten sind nicht oder nur bedingt fur ein Hochdurchsatzscreening - 
geagneL Es bedarf somit \ferbesseaimgen de* Signalprazessiraung. . 

M der Literatur sind femerverschiedene Signalverad)eitungsveifahren beschrieben.:«rorden, um Slgnale vom Hinter- 
grundrauschen zu trranem. ^ vwmnm«,x 

h Tellinghuisen et aL (Analytical Chemistry 66, No. 1, 64-72. 1994) wird ein Verfahren fur die Huoreszenz-Lebens- 
daii^pektroskopiebesdmeben, das dazu dienen soli, die von der Uchtquelle, in diesemFall von einem Laser stammen- 
den Photonen aus dem Gesamtsignal herauszufiltem. Dazu wird der Signalzahlerstiom mit dem -Qiggersignal. d. h. dem 

AnregungspulsdesgepulstenLasers,veigMchen.Kommt ein Photon im Rahmen der Dchtgeschwindigkeitz^^ 
demAnregungspulsan,sowurdesaIsStreuUchtpuIsidentifiziertuadgeloscht 

n Keller et al. (AppUed Spectroscopy 50, No. 7, 12A-32A, 1996) wird ein wdteres Verfahren fUr die Analyse von 
Fli«reszenzlebensdauem beschneben. In diesem \ferfahien werden die ZeitdifiFerenzen zwischen am Detektor eintref- 
fenden, zeitlich aufemanderfolgendenlmpulsen bestimmt, indem die Anzahl vonTriggeipulsen, die mit 100 kHz erzeugt 
werden. zwischen zwei aufemanderfolgenden Photonen gezShlt wird. Diese Zahlen werden in anfeinander folgendfn 
Kaialen ernes MCi (Mgl. "irmltichaiinel scaler") gespeichert. AnschUeBend wird dieses MCS-Signal einer zeiOichen, 
sctoeUeai Fwinertonsfoiimtion (FFI) zur Glattnng unterworfen. Liegen nach der FFT wenigstens 5 Zdtdifferenzen des 
Itn^ i»igB^ unterhalb ernes ^suell bestimmten Schwellenwertes, so wird das Signal fiir die gesamte Zeitdauei; 
wahrend der die Zeitdifferenzen konUnmerlich unteihalb des visueU bestimmten Schwellenwertes liegen, als zusammen- 
getong erachtet und als Huoreszenzanteil, im wissenschaftlichen Sprachgebrauch seit einiger Zeit "burst" genannt, be- 
wertet. AnschUeBend wird das so gefilterte Signal in bezug auf die Huoreszenzlebensdauer ausgewertet Allerdings ver- 
SdweUetwertes°Sgen^'' Signalanteile. bei denen mehr als 25 Zeitdiflferenzen miterbalb des visuell bestimmten 

Aufgabe der folgenden Erfindung ist es, ein Verfahren bereitzusteUen, welciies eine zuveriassige und schneUe Detek- 
Uffl von Assoziations-. Dissoziations-, Verkniipfongs^ und Spaltreaktionen sowie Konformationsanderungen ermog- 

Me der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren mit den Merkmalen des Patentan- 
T'f^ Patentanspruche betreffen bevorzugte Ausflihrungsformen des erfindungsgemSBen Wahrens. 
I>ieErfindungbetnfftsonutemVerfahrenzumNachweisvonAssoa^^^ 
traktionen sowie Konformationsandenmgen von Analyten in einer Probe mittels Koinzidenzanalys^ wobri 

- die Rrobe mindestens zwei mit unterschiedUchen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Analvte oder einen mit min- 
destens zwei unterschiedUchen FhioreszenzfaibstofFen markierten Analyten enthSIt, 

die ftobe zur Anregung da: Fluoreszenzemission der mindestens zwei Farbstoflfe von mindestens einem Laser 
beleucbtet wird. 
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^ - die von der Probe^l^ehendeii, aus mindestens einem MeBvolumenelement V stammenden Huoreszenzsignale 

miltels mindestens zweier Detektionseinheiten detekdert werden, 

- die jeweils in den Detektionseinheiten detektierten Signale in beliebige Abschnitte zerlegt werden, 
_ die Anzahl der in mindestens einem Zeitabschnitt enthaltenen Signale und/oder die ZeitintervaUe zwischen bi- 
gnalen in daiZeitabschnittenermittelt werden, . , 

- fur mindestens einen Zeitabschnitt der ersten Detektionseinheit eine Koinzidenzanalyse der enmttelten Daten mit 
mindestens einem Zeitabschnitt der zweiten Detektionseinheit durchgefiihrt wild, wobei die Koinzidenzanalyse 
cine Kreuzkorrelation unter Ermittlung der Kreuzkorrelationsamplitude G(0) und/oder eine logische UND-Ver- 

kniipfung beinhaltet, . , ^. ^ i x . o i. i 

- mindestens eine Statistik der Resultate der Koinzidenzanalyse erstellt wird, und/oder die Resultate aner Schwel- 
lenwertanalyse unterzogen werden, 

- diese oder mindestens eine Kombination mehrerer Statistiken nach dem Vorhandensem von Merkmalen, welche 
fur eine Assoziations,- Dissoziations.- Verkniipfungs- oder Spaltreaktion odea: Konformationsanderungen charakte- 
ristisch sind, bewertet wird. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform betiagt das MeBvolumenelement V weniger als 10"^^ 1. 
Es ist weiterhin bevorzugt, daB die Detekdonseinheiten unterschiedliche spektrale Detektionsempfindlichkeiten auf- 
weisen 

Insbesondere kann im Rahmen der Koinzidenzanalyse die Koinzidenz durch Kreuzkorrelation und/oder logische 
UND-Verkntipfiing ermittelt werden. Bei der Kreuzkon-elation ist es bevorzugt, die AmpHtude G(0) zu bestimmen. Es ist 
jedoch auch moglich, die Amplitude G(t) fiir die Koinzidenzanalyse heranzuziehen. 

Es kann weiterhin bevorzugt sein, die Probe mittels ernes Lesers zu beleuchten, der elektromagnetische Strahlung 
mindestens einer WeUenlange emittiert, die geeignet ist, die mindestens zwei in da: Probe enthaltenen Farbstoffe anzu- 
regen. Es ist jedoch auch moghch, Laser zu verwenden, die mdir als eine WeUenlSnge emittieren, oder mehrere Laser zur 
1 Anregung derRuoreszenzemissioneinzusetzen. ^ i j 

Abhangig von der gewiinschten Toleranz fiir f alsch-positive bzw. f alsch-negative Resultate ist es moglich, mittels des 
erfindungsgemaBen Verfahrens unter Verwendung der Kreuzkorrelationsanalyse Analysezeiten im Bereich von 1 bis 2 s 
zu erzielen. SchneUere Analysen konnen durch eine on-line Evaluierung der Kreuzkorrdationsdaten ermogHcht werden. 
Das Koirelationsverfahrcn ist ein EchtzeitprozeB, so daB ein on-line Fitting wahrend des Korrelationsverfahrens moglich 
ist ImFalle des Screenings auf Restiiktionsendonukleaseaktivitat soUteni. d. R, die meisten Proben negativ sein, da eme 
spezifische EnzymaktivitSt in einer beliebigen Library ein relatives seltenes Ereignis darsteUt Obwohl die Verteilungs- . 
fbnktionen der negativen Proben bei Analysezdten von 760 ms relativ breit sind, konnen dennoch Zweidnttet klar von 
positiven Referenzen unterschieden werden (sieheFig. 5). Bei VCTwendiing einor Gauss'schenFunktion fiir positive Pro- 
benundFestsetzung einer Toleranzschwelle, welche die Anzahl nichtidentifiziertarpositiver Proben memem Screening- . -^^ 
lauf definiert, kann ein Schwellenwert fiir G(0) fiir edndeutig negative Proben definiert werden. Alle Proben mit einem 35 - . 
G(0)-Wert unterfialb dieses Schwellenwertes konnen unmittelbar einer weiteren Analyse mit derselben Analysezeit zu- v*^^ 
. gefiihrt werden, Es resultiert somit eine verdoppelte Analysezeit, fiir die wiederum ein SchweUenwert definiert wu-d. Da ^ • 

die VerteHungsfunktionen bei Analysezeiten von 1 .6 ms signifikant besser separiert sind, werden die meisten Proben als 
falsch-posidtive identifiziert. Positive Proben werden nochmaUgen Analysen zugefiihrt bis die gewiidschte Signifikanz ^^^^ 
erreicht ist Es ist somit mogUch, mit im Einzelfall zu bestimmenden Analysezeiten unter Zugrunddegen ernes ge- 40 
wimschtenSignifikanzniveaus eme adaptive Auswertungdurchzufiihren. ^ Ji. 

NGt dem erfindungsgemaBen Verfehren ist es nicht zwingend notwendig, eine Korrelation durchzufiihren, wie es eine 4^ 
fimdamentale Voraussetzung fiir die Einf arben-FCS ist Die Zweifarben-Huoreszenzkreuzkonelation ist,unabhangig von H^^.^ 
Massenunterschieden und basiert auf der Identifikation von Huktuationen, die simultan in zwd Detektionskanalen auf- 
treten. Die Koinzidenzanalyse kann somit durch ein logisches UND bzw. Multiplikationsglied auf Hardwareebene reah- 

\ siert werden. ^ ^ • j ^ jx 

Ein besonders hervorzuhebender Vorteil fiir die Entwicklung von homogenen Assays auf der Basis des erfindungsge- 
maBen Verfahrens, insbesondere unter Anwendung der Zweifarben-Fluoreszenzkreuzkorrelationsanalyse, 1st die gene- 
reUe Anwendbarkeit und HexibiHtat der Methode, Das Targetdesign fur konventionelle Einfarben-FCS ist limitiert durch 
dieNotwendigkeit, positive undnegative Proben fiber die Diffiisionszeiten der fluoreszenten Molekfile zu unterscheiden. 
Andere Ruoreszenztechniken wie FRET oder Huoreszenzquenching sind dadurch eingeschrSnkt, daB zwei Huorophore 
sich in geeigneter raumlicher Nahe zueinanderbefinden miissen. Sie k6nnen jedoch zum Nachweis von Konformations- 
anderungen durchaus geeignet sein. Fluoreszenzpolarisation erfordert eine veranderte Huorophorflexibilitat, um eme 
Reaktion detektieren zu konnen. Auf dem erfindungsgemaBen Verfahren basierende Assays unterliegen mcht diesen Li- 
mitationen Das Screening auf enzymatische Aktivitat sowie auch auf Inhibitoren enzymatischer Prozesse wird entschei- 
dend vereinfacht Unter Anwendung der Prinzipien der evolutiven Biotechnologie in Kombination mit dem erfindungs- 
gemaBen Verfehren und neuen Mutagenesetechniken erbf&ien sich MogUchkeiten fiir das Design bzw. die Qptimierung 
einer \^elzahl katalytischer Funktionen. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren und seine Ausfiihrungsformen zedchnen sich durch folgende Vorteile aus: 
Bei Erzeugung eines zweifarbigen Anregungslichtes in nur einer LichtqueUe wird ein geringerer Justageaufwand er- 
forderlich Es ergibt sich eine Erhohung der Stabilitat bezughch der Deckungsgldchheit der beiden konfokalen \folu- 
menelemente. Storende Wellenlangen auBerhalb der spektralen Anregungsbereiche bzw. inneriialb der Emissionsberei- 
che der beiden Marker-Ruorophore konnen durch geeignete optische Filter herausgefiltert werden. Hue Anpassung der 
relativen Intensi^ten und Strahlduichmesser fUr beide Farben kann ebenfalls unter Verwendung geeigneter Filter erfol- 

^^Unter Verwendung einer flexiblen on-Une Auswertung lassen sich sehr kurze Untersuchungszeiten je Emzelprobe von 
< 1 s erzielen. Die MeBzeit fiir positive Proben laBt sich zykhsch verlangem, so daB Probencharaktensierung imd VaH- 
dierung in das Screening integriert werden. Die Minimierung der Untersuchungszeit jederEinzelprobe fiihrt zu emer Op- 
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IS?"?! Gesamtuntersucfaungszeit im Screening. ErfindungsgemaB ist eine jHtion der Auswertung von Kone- 
Z2™ eSn^ Korrd^onsa^Utude bei gieichzeitiger starker Einschrankung der freien Fitpa^ 

dem ^findungsgemaBen Verfehren ISBt sich die Substatkonzentration bis in den subpikomSlareri BeS v^- 

' veS^i^Sn ^^'^ ^^^^ ^trikdonsendonukleascaktivit.t bei 

Vo^lTSttw^rr^SSSi^^^^^ Standardabweicb^ngen. ^e 

10 di™"^!?^* ^ dargesteUten ffistogranune zeigen die Verteilungeo der evaluierten KreuzkoirelalionsampUtuden G{0) 

pro^f;t;;r^Si^5^Se^;ss^ 

15 sSoL^i^^^Z^'' erfi^dungsgemSBen Wahrens fOr ein simuUertes Hochdurchsatzscreening auf Re- 

^^''^^ Kreuzkoirelationskurven, die von Proben mit bzw. ohne Resliiktionsendomikleaseaktivitat bei 
verschiedenenAnalysezeitenerhaltenwurden.DieAssayswurdenu 
20 y^welchesfiu:3Stundenbei37«>Cmt0.25U/^B^^^ 

menmFettdruck)mtobiertwurde.durchgefiUntDieKoirek^ 
^ur^gezoge^ IJmen) Dfeve^ 

to» betrugen 19 kW/cm^ (488 nm) bzw. 15 kW/cm^ (633 mn). Die bei kuizen Analyse^iten erhalteJTSSSS 

" s^ss,^sraSTn£trn^'^^^^^ 

vof l;«?h^n'!l fK der jeweiUgen einzelnen Kreuzkorrelationswerte x und ihre Standardabweichungen, die 

von Proben m bzw. ohne Restnktionsendonukleaseaktivitat erhalten wurden. Die Assays wurden unto >SS;m^ 

verwSi£t?TS2.T " ^^tt^ck) inknbiert wurde. durchgefUbrt Die Korrelationszeiten betrugen 1 .6 s. Me 
[SnSTbzi^l Iwfl^'^S^^^ 30Mm an£ Die Anregungsintensitaten betrugen 38kW/cm^ 

StShSi^r ""'^^ Es 2e,gt.s«h,.daB die Standardabweichungen bei T-Werten unterhllb. von O.oZs , 

die von Ptobennutbzw. ohne Restnklionsendonukleaseaktivitat unter Verwendune von Lochblenden nnt^w^itJ..! 
Durclun^s«^ eA^ten wurden. Die Balken bezeichnen die AnzaW der SJoJ^SSSS^ 
(30 Mm). 0 0026 (lOpm) bzw. 0.00062 (60 Mm) liegen.:Der Hauptteil der AbMldung kgt Se^^ESS.^^Jf 
Proben nut (gepunktete Balken) bzw. ohne (durchgezogene BaUceu). enzyB^^ 

JS'^^T^ f^'^'^^PP Gauss-Kurven betrShier 0.6%. ^}>etrm2^^^^I^^ 

blendendurchmesser von 10 bzw. 3.4% bei einem Lochblendendurchmesser von 60 um. Die ISsavs \^dfn i^er 
Verwendung von 10 uM geiabeltem DNA-Substrat durchgefiihrt. weiches fflr 3 sien b?37"c1StT2?S E^S 
llnTfi ™®f ^'"•'^ ^™ (durchgezogene Balken) inkubiert wurde. Me KonSdoSzStenSS 

iZiiSf^^ J^^^^^"^ 38 kW/cm^ (488 mn) bzw. 31 kW/cm^ (633 nm). Der optSe 

Lc^hblMidendurchmessa reflekdert offenbar den KompromiB zwischen der Zunahme der De ektioSSSz Su 

P Jh!;lT'^!i'^u ^"^"^ Substratkonzentration auf den Oberlapp zwischen den Vferteilungsfunktionen von 
Proben mit und ohne enzymatische AktivitSt Die Assays wurden wie in d^ Legende zu Fig. 3 bSSnmteiTvw 

Fig. 5 ze^t die Applikation des erfindungsgemMBen \ferfahrens fur ein simuliertes Hochdurchsatzscreenine auf Re 

^^T? ! VerteilungsfunkUonen von Proben mit (BamHI. oflFene BaLn) und ohne (HindTTT schw^ bSc2) 
ta^f^Str ^'^''"^^^^^^vitat bei Analysedauem von 760 ms (la). 1.6 s (2a). 3,6 s (3a) uSTe sX)^e S 
lungsfunkUonender Kreuzko^^^^ G(0) wurden wie in der Legende zuFfe. 3 beschrieben evSS^^e 

gungsintensitaten betrugen 19 kW/cm^ (488 nm) und 15kWW (633 nm). Der liSwenden Ju^^^ l^Z 

..Sht^"'^' optischen Aufbau eines Zweifaiben-Huoreszenzkreuzkoirelationsspektrometers Zwei paraUele La- 
o:S^tZ 'Z^T-T2^^^ T'' Ht^-N-n-Lasers (633 n^) passieren ein wLfsSSe^^- 

onsoDjeJctiv (40x, NA. - 1.2) in einem Epi-Illunnnationsaufbau, so daB die zwei ubereinandeigelagerten Foci in der 
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Probe ein konfokales MeWuinendement in der GtoBenordnung Yon Fem^^ bilden^ Das 

nSit Jrd durch das Mikroskopobiektiv gesanunelt, mittels dichroWschem Spiegel yam Anregungs-strahlen^g 

S« Se^geordaet und kam in x-. y- und z-RichUmg justiert werden. Die f 

dSch dnen ^chrdtischen Spiegel in eine grilne und rote Fraktion sepanen und a«f rwei Avalanche-Photodioden refo- 

kussierL 

Ausfuhrungsbdspiel 1 
Verwendete Materialien: 

Typ n Restriktionsendonukleasen (E.G. 3.1.21.4) EcoRI (25UW Banffl (10 U/m1), J^Pl (f U/^l) ^nd ffinflH 
(■yi Tl/un warden von der Fa. Stratagene (La Jolla. CA) erwoiben; die EnzymakUvitaten sind in Klammem angegeben. 
So^SSS^ 66 m Oufonukleodde Cy5-ArGGCrAArcACCGAGAAIAGC5GArCCGAA TTCAA- 
^^^^G(^(^r^GCSXXJIXrC «md RhG^AlACX}AGCGCAAAGCCCGmGGTACCAAEArr- 
^^aiGKC^^^CGGTCATIAG^ wurden duich die Fa. MWG-Biotech (Ebersberg. Deutschland) 
svnthetisiert und HPLC-gereinigt; das erste OBgonukleotid weist am 5'-Tenninu8 als Huorwannnarker Cy5 (Ameis- 
auTwabrend L zweite Oligonukleodd mit Rhodanrine Green RhG (Molecular Probes) gelabelt ist Bei Hy- 
SSsS^le'Se; Sementain Strange ergeben sich Erkennungsstellen fOr ^^r^^^^^'^Z^^' 
EcoRI (dolpdtunterstrichen) und Sspl (gepunktet). Die Hybridisierung der ^ompteiiKntaren Sti^e afolje^ 
zmtrationw yon 1 uM in 100 mM KOAc. 25 mM "Ws-Acetat, pH 7.6, 10 mM MgOAc 0.5 mM p-MercaptoeAanol, 
wSsI S.tef&hitzen der Losung auf 94°C und anschlieBendes Abkuhlen auf 23»C nut ememTenq>era^urg«- 
dieSSnron^2^ainin. Als Resultat enkand ein zwdfecb-mariderter DNA-Doppdstrang nut Erkennungsstellen fiir 
BaxnHI, EcoRI und SspL 

Homogener Restrikdcaisendonukiease-Assay: 

Endonuklease-Assays wurden fOr 3 Stunden bei 37°C durchgefiihrt Der ^^"'^^^f^f.l^^^ 
17 5 mM Tris-Acetat dH 7 6. 15 mM MgOAc, 0.75 mM p-Mercaptoethanol, 515 jig/ml BSA. 0.05% Tliton X-100, 
?^i^ycTriT-S nM getabeltes DN^ 
BamHI, EcoRI, Sspl und HindilL 

Optischer Aufbau: 

Die Messungen erfolgten unter Verwendnng eines Zweiferben-Huoreszenzkreuzkon^ladonsspektrcmet^ 
lor^nfoCor C. Zeiss Oberitochen. Deutscbland). Das konfokale R&Bvolmnen von 0.44 fl wurde durch t)beriagenmg 
Sr F^c dn° s Axgon-i;nen-Lasers (488 nm) und eines Helium-Neon-Lasers (633 mn) gebUdet ^e Flaoresz^missi- 
oLign^e ^SLn separat unter Verwendung von zwei Avalancbe-Photodioden det^ert; ^^^^^^^ 
brfand sich eine konfokalangeordneteLochbleade.DasSpektrometer war mitem^'a^^ 

kus wurde 100 urn iiber dem Boden des jeweiUgen Probeagefafies positiomert Die MeBtemperatnr betrug 22 C. Die 
Soben wurdenS Ptobentragem im Mikrotiterplattenformat vorgelegt. Hieibei handelte es sich entweder urn kon^- 
So^verschlossenePl^likfolien (Max-Planck-LisdtutfQrBiophysikalischeChemie) oderumkommerzielleDeck- 
glaskammem (Nunc, Danemaik). 

Kreuzkoirelationsanalyse: 

Der theoretische Hintergrund der Kreuzkoirelationsanalyse wurde detailUert yon SchwiUe et aL (Bjophys. J. 72, 
1878-1886. 1997) bescbrieben. Auf den Offenbarungsgehalt dieser Publikalion wirdBezug genommen ttel^^ 
iSeuzkorreiation wurden unter Verwendung eines dreidimensionalen Modells fiir einzelne dif&mdierende Partial eva- 
Imert CRigler und Widengren, Bioscience 3, 180-183, 1990): 



G(T) = OC0) 



r 2 ^ ' 



2o '^DiB J 



G(0) bezeichnet die KoireladonsampUtude bei ^ = 0, welche proportional zur KonzentraUon zweifach-gelabelter Mo- 

lektt^eimzylindrischenMeBvolumendesRadiusroundderhalbenl^gezoistDerP^^^^ 

Chung tniff = roV4D in einemumgekehrtproportionalen Zusammenhang zumDiflfeionskoeffizientenD J)ie ex^^^ 

SSafen ^^de^ unter Anw^dung des Access 2.0Programms der Fa. EVOTEC Bi?^/^^!'"^ 
nearemIxast-squareMarquardt-FitprozessiertG(0)wardereinzigefreieParameterbeiderEv^|ue|^^ 

relatiousmessungen. Der Stmkturparameter zo/ro wurde mittels Autokonrelationsmes^en an ^'^^4^^°^^^; 
mittelt; die durchschnittliche Dififusionszeit toar des Substrates wurde mittels einer 60 s Messung ohne Zusatz von En- 
zym bestimmt. Beide Parameter wurden im Fitting der Kreuzkorrelationsdaten vorgegeben. 
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Statisdsche Evaluiening: 



P^teatansprQche 



~ aT M ? ° Of tektionsdnheiten detektiertea Signale in beliebige Zeitabschmtte zerieet werden. 

ten^4?!!S'*f de'- Detektionseinheit eine Koinzidenzanalyse der ennittdten Da- 

ten nut nundestens einem Zeitabschnitt der zweiten Detekdonseinheit durchgefBl^I^SBf SIS 

si£rn2Sy!r^Szt?tr^ Koi^denzaaalyse erstellt wird und/oder die Restate einer 
wetriSlT^Jt".' Kombination mehierer Statistiken nach dem \forhandensein von Merkmalen, 

ri?baS^s:;i^r^°^eS3'°'^-''"'^^^^ 

i V^5£^ ^P^^ 1> gekennzeichnet, daS das MeBvolumenelement V < IQ-l^ 1 ist 
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